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РЕЗЮМЕ 

Разработана иммуноферментная тест-система для количественного определения антител к вирусу 
гриппа птиц при тестировании сывороток крови кур в одном разведении. Титр антител определяли 
по 5/Р отношению, измеренному в рабочем разведении исследуемых проб. Определили позитивно- 
негативный порог и оптимальные значения оптической плотности контрольных сывороток. Спе- 
цифичность и чувствительность метода сравнивали с коммерческими наборами для выявления ан- 
тител к вирусу гриппа птиц в непрямом варианте ИФА («ЗупЬойс$»), РТГА и РДП (ФГУ «ВНИ- 
ИЗЖ»). Разработанную тест-систему применяли при изучении динамики формирования поствакци- 
нального иммунитета. 
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И.А. Борисова, С.К. Старов, А.Б. Сарбасов 

ИЗУЧЕНИЕ ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 
ИНАКТИВИРОВАННОЙ ЭМУЛЬСИОННОЙ 
ВАКЦИНЫ ПРОТИВ НЬЮКАСЛСКОЙ БОЛЕЗНИ 

И МЕТАПНЕВМОВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ ПТИЦ 
В ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ УСЛОВИЯХ 


Введение 
В последние годы (2003-2007 гг.) в про- 
мышленном птицеводстве Российской Фе- 
дерации регистрировали случаи заболева- 
ния птиц различного возраста метапнев- 
мовирусной инфекцией со значительным 
экономическим ущербом, который скла- 


дывается из прямых потерь (гибель, сни- 
жение продуктивности) и затрат на прове- 
дение ветеринарно-санитарных мероприя- 
тий [2, 4, 5]. 

Для специфической профилактики ме- 
тапневмовирусной инфекцией птиц разра- 
ботаны и используются живые и инактиви- 
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рованные моновакцины, в основном зару- 
бежного производства [1,7]. 

Вакцинопрофилактика птиц против 
ньюкаслской болезни (НБ) проводится во 
всех птицефабриках по различным стан- 
дартным схемам, включающим комплек- 
сное использование живых и инактивиро- 
ванных препаратов. Следует отметить, что 
вакцинация птиц против метапневмовирус- 
ной инфекции ранее проводилась крайне 
редко и, в основном, прививали птиц пле- 
менных стад. 

В связи с участившимися случаями за- 
болевания птиц возникла острая необхо- 
димость проведения специфической про- 
филактики, что потребовало разработки 
эффективных вакцин против метапневмо- 
вирусной инфекции птиц [1,8]. 

Учитывая совершенствование интен- 
сивных технологий ведения промышлен- 
ного птицеводства, актуальным направле- 
нием является разработка ассоциирован- 
ных инактивированных противовирусных 
вакцин. 

Ассоциированные инактивированные 
вакцины позволяют уменьшить стресси- 
рование птиц при иммунизации, сократить 
количество прививок и снизить в 2-3 раза 
трудозатраты, связанные с вакцинацией. 

Разработаннаяв ФГУ «ВНИИЗЖ» ина- 
ктивированная эмульсионная вакцина про- 
тив ньюкаслской болезни и метапневмо- 
вирусной инфекцией птиц прошла лабора- 
торные испытания и предлагается для при- 
менения в промышленном птицеводстве. 

Материалы и методы 

Антигенные компоненты. В составе 
вакцины использовали следующие анти- 
гены: 

- инактивированный вирус ньюкаслс- 
кой болезни - производственный штамм 
«Ла-Сота» (инфекционная активность до 
инактивации 10,5-0,2 1е ЭИД; и, титр ге- 
магглютинирующей активности в РГА -— 
9,8=0,5 лог>); 

- инактивированный метапневмовирус 
— производственный штамм «РУ-03В» под- 
типа В, полученный в культуре клеток Уе- 
го (инфекционная активность до инактива- 
ции 71+0,2 1 ТЦД.;, смз). 

Инактивацию вируса проводили диме- 
ром аминоэтилэтиленимина в конечной 
концентрации 0,3% при температуре 20- 
22° С в течение 24 часов. 

Адъювант. Использовали масляный 
адъювант Монтанид ИЗА 70 фирмы $ерр:с 
(Франция). 

Изготовление вакцины. Антигенные 
компоненты смешивали в равных количес- 


твах. Полученную смесь объединяли с мас- 
ляным адъювантом в соотношении 30:70 и 
эмульгировали в гомогенизаторе ЗПуегзоп 
450 Г$ при температуре от 4° до 12° С вте- 
чение 150 минут, получая эмульсию обрат- 
ного типа («вода-масло»). 

Подопытные птицы. В производс- 
твенном эксперименте использовали 770 
тыс. голов кур яичных пород Хайлайн и 
Хайсекс. 

Изучение иммунобиологических свойств 
вакцины. На одном из птицепредприятий 
яичного направления в 2005 г. была заре- 
гистрирована вспышка метапневмовирус- 
ной инфекции, которая сопровождалась 
увеличением падежа кур на 3-5%, сниже- 
нием яичной продуктивности на 7-12% и 
увеличением затрат на проведение лечеб- 
ных обработок и дезинфекций. 

Диагноз на метапневмовирусную ин- 
фекцию был поставлен комплексно, на ос- 
новании клинических признаков (опухание 
головы, затрудненное дыхание, назальные 
выделения, общее угнетение, снижение яй- 
ценоскости), патологоанатомических из- 
менений, серологических данных (обнару- 
жение специфических антител к метапнев- 
мовирусу у непривитых кур) и результатов 
молекулярно-биологических исследований 
(в полимеразной цепной реакции выявлен 
геном возбудителя метапневмовирусной 
инфекции подтипа В). 

Для проведения специфической профи- 
лактики метапневмовирусной инфекции и 
ньюкаслской болезни ремонтный молод- 
няк прививали в возрасте 60 суток инакти- 
вированной эмульсионной вакциной про- 
тив вышеуказанных возбудителей. 

Вакцинопрофилактика ньюкаслской 
болезни в данном птицехозяйстве ранее 
проводилась с применением живой вакци- 
ны против ньюкаслской болезни из штам- 
ма «Ла-Сота» в возрасте 15, 35 и 65 суток 
методом выпаивания с питьевой водой. 

По данным серологического монито- 
ринга птицепоголовья и эпизоотологичес- 
ких данных нами был определен срок эф- 
фективного применения инактивирован- 
ной вакцины в возрасте 60 суток в момент 
снижения титров антител к НБ до значе- 
ний, когда необходимо проводить ревак- 
цинацию против данного заболевания, от- 
сутствовали в сыворотках крови антитела 
к метапневмовирусной инфекции и не фик- 
сировались признаки данной инфекции. 

Птиц прививали инактивированной 
эмульсионной вакциной против ньюкасл- 
ской болезни и метапневмовирусной ин- 
фекции птиц однократно в грудную мыш- 


138 


Ветеринарная патология. № 4. 2007 


БОЛЕЗНИ ПТИЦ 


12 
11 
10 
о 
р. 8 
Е? 
а. 
Зе 
= 
|= 
4 Вакцинация 
3 ый 
2 
2345 67 8 9 
® — время отбора проб крови 


Сроки после иммунизации, мес. 


Протективный уровень 
антител 


10 11 12 13 14 15 16 17 18 


Рис. 1. Показатели напряженности и продолжительности иммунитета к вирусу ньюкаслской болезни 
после прививки инактивированной эмульсионной вакциной против ньюкаслской болезни и метап- 


невмовирусной инфекции 


цу в прививном объеме 0,5 смз. 

Пробы крови для получения сывороток 
отбирали у кур из подкрыльцовой вены в 
разные сроки после иммунизации до 18-ме- 
сячного возраста (срок эксплуатации кур- 
несушек на данном птицепредприятии). 

Сыворотки крови исследовали на нали- 
чие антител к метапневмовирусной инфек- 
ции методом блокирующего иммунофер- 
ментного анализа с использованием набо- 
ров фирмы «Зуапоуа» (Швеция), а наличие 
антигемагглютининов определяли в реак- 
ции торможения гемагглютинации (РТ- 
ГА), которую ставили общепринятым ме- 
тодом [1, 3]. Интерпретацию результатов 
исследований проводили в соответствии с 
рекомендациями изготовителей диагнос- 
тических наборов и наставлений по приме- 
нению вакцины. 

Вакцину считали антигенно-актив- 
ной если титр антител в сыворотках кро- 
ви у более чем 80% вакцинированных 
птиц через 21 сутки после иммунизации 
составлял к вирусу ньюкаслской болез- 
ни не ниже 1:32 в РТГА и процент бло- 
кирования антител к метапневмовирусу 
в ИФА был не ниже 40. 

Результаты и обсуждение 

Перед применением в птицехозяйстве 
инактивированная эмульсионная вакцина 
против ньюкаслской болезни и метапнев- 
мовирусной инфекции прошла лаборатор- 
ные испытания по следующим показате- 


лям: внешний вид, стерильность, стабиль- 
ность эмульсии, кинематическая вязкость 
и безвредность. По внешнему виду вакци- 
на представляла собой однородную эмуль- 
сию розового цвета без посторонних при- 
месей. Препарат стерилен, т.е. свободен от 
контаминации бактериальной и грибной 
флорой. Эмульсия после центрифугирова- 
ния оставалась стабильной. Кинематичес- 
кая вязкость вакцины составила 51,3 мм?/с 
(норма 200 мм?/с). 

Безвредность вакцины определяли на 
цыплятах 60-суточного возраста, кото- 
рым вводили препарат в двукратной дозе в 
грудную мышцу. Через 28 суток после убоя 
в месте введения вакцины воспалительная 
реакция отсутствовала. Клинических от- 
клонений в состоянии здоровья птицы не 
обнаружено. 

Напряженность и продолжительность 
поствакцинального иммунитета у кур-не- 
сушек после однократной иммунизации 
инактивированной эмульсионной вакци- 
ной против ньюкаслской болезни и метап- 
невмовирусной инфекции представлены 
на рис. 1 и 2. 

Вакцинация птиц против ньюкаслской 
болезни и метапневмовирусной инфекции 
была проведена в двухмесячном возрасте, 
когда антитела к вирусу НБ были обнару- 
жены в 71% исследуемых проб при среднем 
титре антигемагглютининов 2,8+0,2 лог», 
те. в тот момент, когда необходимо прове- 
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Рис. 2. Показатели напряженности и продолжительности иммунитета к пневмовирусу после привив- 
ки инактивированной эмульсионной вакциной против ньюкаслской болезни и метапневмовирусной 


инфекции 


дение ревакцинации против НБ. 

Дальнейшие серологические исследо- 
вания показали, что в возрасте 3 месяцев у 
птиц концентрация антигемагглютининов 
в крови после иммунизации повысилась до 
максимального в экспериментах значения 
и составила 10,9-0,4 лог». При серологи- 
ческих исследованиях сывороток крови от 
птиц в более поздние сроки после иммуни- 
зации установлено, что титры антигемаг- 
глютининов в крови у кур находились при- 
мерно на одном уровне (10,2-10,5 лог) до 9 
месячного возраста. 

В дальнейшем отмечено, что концент- 
рация антигемагглютининов в крови кур с 
возрастом незначительно снизилась. 

Так, при исследовании сывороток кро- 
ви от кур 12-месячного возраста сред- 
ний титр антигемагглютининов составил 
9,4-0,5 лог», а в возрасте 18 месяцев кон- 
центрация антител снизилась до значения 
8,1-0,6 лого. 

По результатам исследования в РТГА 
следует заключить, что инактивированная 
эмульсионная вакцина против ньюкасл- 
ской болезни и метапневмовирусной ин- 
фекции индуцирует у привитых птиц фор- 
мирование высокого уровня гуморального 
иммунитета к вирусу ньюкаслской болез- 
ни, обеспечивающего надежную защиту 
кур от заражения до 18-месячного возрас- 
та (срок наблюдения). 

Аналогичную тенденцию после при- 
вивки наблюдали по напряженности и про- 
должительности иммунитета к метапнев- 
мовирусной инфекции (рис. 2). 


По результатам исследования в ИФА 
были вычислены проценты блокирования 
антител против метапневмовирусной ин- 
фекции, которые явились показателями 
уровня антител в крови. 

До вакцинации антитела к вирусу ме- 
тапневмовирусной инфекции в крови кур 
отсутствовали, а через месяц после при- 
вивки уровень защитных антител в крови 
кур был максимальным (средний процент 
блокирования антител 92,1%). В возрасте 
кур от 3 до 13 месяцев этот показатель был 
на высоком уровне и колебался от 85,3 до 
91,8%. Минимальный процент блокирова- 
ния антител в крови, равный 68,2%, был за- 
фиксирован у кур-несушек перед убоем в 
возрасте 18 месяцев. 

Следует отметить, что антитела к обо- 
им вирусам в защитных титрах были об- 
наружены во всех исследованных пробах 
крови. В течение всего периода наблюде- 
ний на вакцинированном поголовье кур- 
несушек признаков заболевания ньюкасл- 
ской болезни и метапневмовирусной ин- 
фекции не обнаружено. 

Выводы 

В производственных условиях на по- 
головье кур в 770 тыс. голов установлено, 
что инактивированная эмульсионная вак- 
цина против ньюкаслской болезни и ме- 
тапневмовирусной инфекции безвредна 
для кур и индуцирует у них формирование 
напряженного продолжительного имму- 
нитета к обеим инфекциям в течение все- 
го технологического периода содержания 
птиц (18 месяцев). 
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БОЛЕЗНИ ПТИЦ 


РЕЗЮМЕ 

В статье представлены результаты исследований по изучению иммунобиологических свойств инак- 
тивированной эмульсионной вакцины против ньюкаслской болезни и метапневмовирусной инфек- 
ции птиц в производственных условиях. 

Установлено, что введение вакцины обеспечивало у привитых кур формирование напряженного им- 
мунитета к специфическим антигенам, входящим в состав препарата, на протяжении всего периода 


эксплуатации птиц. 
ЗОММАКУ 
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ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 
ИЗОЛЯТА МЕТАПНЕВМОВИРУСА ПТИЦ 


аМРУ/В/2-07 


Введение 

Метапневмовирус птиц (Амап Маеа- 
рпеитомгиз, аМРУ) - РНК-содержащий 
вирус, поражающий верхние дыхательные 
пути птиц. Наиболее подвержены заболе- 
ванию индейки и куры, в меньшей степе- 
ни - фазаны, утки, гуси и некоторые другие 
виды птиц (10, 11). 

Впервые возбудитель метапневмови- 
русной инфекции был выявлен в 1978 г. 
в Южной Африке, позднее случаи забо- 
левания стали регистрировать в странах 
Европы, Азии, Северной и Южной Аме- 
рики. На основании антигенных и генети- 
ческих отличий выделены 4 подтипа ви- 
руса: А, В, Сир [2, 13, 15, 18]. В Европе и 
России преобладают метапневмовирусы 
птиц подтипов А и В. 

Клинические признаки метапневмови- 
русной инфекции птиц непатогномичны и 


характеризуются, прежде всего, пораже- 
нием органов респираторного тракта. У 
заболевших птиц отмечают затрудненное 
дыхание, чихание, хрипы, кашель, угнетен- 
ное состояние, в более тяжелых случаях — 
выделения из ноздрей и глаз, опухание ин- 
фраорбитальных синусов [5, 12]. У кур по- 
добное состояние описано как «синдром 
опухшей головы», при этом у птицы часто 
выявляют другие инфекционные агенты 
как вирусной, так и бактериальной этиоло- 
гии [5]. В некоторых случаях метапневмо- 
вирусная инфекция у кур может протекать 
бессимптомно, выражаясь лишь в ослабле- 
нии иммунитета птиц и увеличении их под- 
верженности другим заболеваниям [3, 5]. 
Метапневмовирус птиц распространя- 
ется при непосредственном контакте здо- 
ровой птицы с уже заболевшей, а также 
через воду, корм, инвентарь и т.д. Попадая 
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